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Náplní předložené bakalářské práce bylo studium interakce kationaktivního biopolymeru 
s modelovou sondou ve formě organického barviva prostřednictvím difúzních procesů 
v gelové fázi. Hlavním cílem bylo otestovat a optimalizovat jednoduchou laboratorní 
techniku – neustálenou difúzi v kyvetách, za účelem studia interakcí zvoleného biopolymeru 
s modelovou sondou v závislosti na teplotě. Jako biopolymer, jehož reaktivita byla studována, 
byl zvolen polysacharid chitosan a modelová difúzní sonda organické anionaktivní barvivo 
amidočerň (C.I. 20470). Transportní procesy vybrané difúzní sondy byly realizovány 
v hydrogelových matricích na bázi termoreverzibilní agarózy. Tato metoda byla založena na 
monitorování časového vývoje difuzních profilů, které byly získány pomocí UV-VIS 
spektrofotometrie. Součástí bakalářské práce byla charakterizace hydrogelového média 
i použitého biopolymeru pomocí základních fyzikálně-chemických metod. Předložená 
bakalářská práce poskytuje ucelený pohled na reaktivitu chitosanu a umožňuje lépe 
porozumět jeho chování v různých systémech. Neustálená difúze v kyvetách se jeví jako 
univerzální metoda použitelná pro stanovení reaktivity biopolymerů. 
ABSTRACT 
This bachelor thesis was focused on the study of interaction of cationic biopolymer with 
model diffusion probe (basic organic dye) in the gel media by diffusion processes. The main 
aim was optimization of simply laboratory diffusion technique (unsteady diffusion in 
a cuvette) because of study on interactions of chosen biopolymer with model compound 
depending on temperature. Cationic chitosan was chosen as model biopolymer. The model 
diffusion compound was chosen organic anionic dye Acidal Black 10B (C.I. 20470). 
Diffusion processes in plastic cuvettes were realized by transport of dye in a hydrogel media 
based on thermoreversible polysaccharide – agarose. The important content of this method is 
a monitoring of the time progression of diffusion profile by UV-VIS spectrophotometry. 
Important part of this work was characterization of hydrogel medium and biopolymers by 
basic physical-chemical methods. This bachelor thesis is focused on reactivity of chitosan and 
its behavior in different systems. Unsteady diffusion in cuvettes appears to be a universal 
method for the study on reactivity of biopolymers. 
KLÍČOVÁ SLOVA: 
difúze, chitosan, hydrogel, agaróza, organické barvivo, reaktivita biopolymerů 
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Chitosan je přírodní polysacharid, který patří do skupiny biopolymerů. V přírodě se 
vyskytuje vždy jako heteropolymer (chitin + chitosan). Vzhledem k nárůstu množství 
publikovaných článků a počtu patentů týkajících se chitosanu v posledních dekádách let je 
zřejmé, že zájem o chitosan a jeho použití stále roste. S jeho používáním se lze setkat napříč 
mnoha odvětvími. Mezi jeho charakteristické vlastnosti patří biokompatibilita, 
biodegradabilita a v současné době se využívá i jeho chelatačních a adsorpčních vlastností. 
Díky přítomnosti aminoskupiny se v roztoku chová jako polykationt. 
Pro studium reaktivity chitosanu v laboratorních podmínkách lze využít hydrogelové 
formy, která je vhodná pro studium transportních procesů, či bariérových schopností 
zkoumaných látek. Studium difúzních procesů v gelové fázi sebou nese řadu výhod, jelikož 
lze připravit vzorek definovaného tvaru i velikosti, což je nezbytné pro matematický popis 
transportního jevu. Zároveň díky síťovité struktuře gelu není tolik ovlivňována difuzivita 
nízkomolekulárních látek tepelnými konvenkcemi. 
Teoretická část této bakalářské práce je zaměřena na použité materiály, jejich vlastnosti 
a využití (chitosan, agaróza, amidočerň). Nemalá část je pak tvořena obecným úvodem do 
problematiky difúzních procesů a metodami stanovení difúzního koeficientu, coby základního 
parametru popisujícího transportní procesy. Závěr teoretické části je zaměřen na současný 
stav problematiky, především se zabývá články studující interakce chitosanu s barvivy. 
Experimentální část je založena na optimalizaci a otestování jednoduché laboratorní 
techniky – neustálené difúze v kyvetách a studiu interakcí chitosanu s modelovým barvivem, 
při měnící se teplotě. Součástí experimentální části je také charakterizace hydrogelového 
média i použitého biopolymeru pomocí analytických a fyzikálně-chemických metod.  
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2 CÍL PRÁCE 
Hlavním cílem, kterého má být dosaženo, je posouzení vlivu vybraného biopolymeru na 
transport iontů při měnící se teplotě. Dále pak optimalizování metody neustálené difúze 
v kyvetách pro studium reaktivity zvoleného biopolymeru a charakterizace použitých 
materiálů pomocí základních fyzikálně-chemických metod. V následujících bodech jsou 
shrnuty hlavní cíle, kterých má být v předložené bakalářské práci dosaženo: 
 Výběr vhodného zástupce kationaktivního biopolymeru, anionaktivního barviva 
a vhodného gelového média pro studium difúzních procesů v gelové fázi. 
 Charakterizace zvoleného biopolymeru i hydrogelové matrice pomocí 
základních fyzikálně-chemických metod. 
 Optimalizace metody neustálené difúze v kyvetách pro vybraný biopolymer. 
 Na základě rešerše porovnat současný stav problematiky interakce použitého 
biopolymeru s vhodnými modelovými látkami. 
 Ověření a diskuze vlivu teploty a koncentrace použitého biopolymeru v gelových 
matricích na jeho bariérové vlastnosti. 
 Shrnutí měření, diskuze výsledků a použitelnost metody pro studium reaktivity i dalších 
biopolymerních látek.  
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Chitosan 
Chitosan je přírodní polysacharid biopolymerového typu. Jedná se o částečně 
deacetylovaný N-acetyl glukosamin, odvozený od přírodního chitinu. V porovnání s chitinem 
však má mnohem větší chemickou a biochemickou aktivitu, a to především díky přítomnosti 
volné aminoskupiny. Je nerozpustný ve vodě, avšak rozpustný ve slabých kyselinách, jako je 
např. kyselina octová. Co se týče organických rozpouštědel je částečně rozpustný 
v dimethylsulfoxidu (DMSO) a p-toluensulfonové kyselině. V přírodě se vyskytuje jako 
heteropolymer (chitin + chitosan). Záleží na stupni deacetylace, na kterém je závislá i jeho 
rozpustnost. Ten se nejčastěji pohybuje v rozmezí 60 – 100 hm. % [1]. 
V přírodě se vyskytuje pouze v malém množství u některých typů hub rodu Aspergillus 
a Mucor. Oproti tomu chitin je po celulóze druhým nejrozšířenějším polysacharidem. 
Z tohoto důvodu se chitosan průmyslově vyrábí jeho N-deacetylací, při které se na chitin 
působí koncentrovanou zásadou (40 – 50 hm. % hydroxid sodný) při teplotách dosahujících 
až 100°C [2].  
Díky své struktuře, především volným aminoskupinám, se chitosan ve vodných roztocích 
chová jako polykationt. Je to způsobeno protonizací aminoskupin. Z hlediska reaktivity má 
chitosan tři reaktivní centra: primární aminoskupinu, primární a sekundární hydroxyskupinu. 
Primární aminoskupina je schopna tvořit komplexy s ionty kovů. Do popředí zájmů mnoha 
vědeckých institucí se chitosan dostal nejen díky svým unikátním vlastnostem (hlavně 
biodegradabilita a bioreverzibilita), ale také díky přítomnosti primární hydroxyskupiny, která 
může být substituována spojovacími články, tzv. spacery. Na ně lze navázat aktivní složku, 
např. léčivo a lze pak chitosan využít jako nosič pro cílený transport léčiv, viz kapitola 3.1.4 
[2]. 
3.1.1 Struktura a vlastnosti chitosanu 
Jak již bylo zmíněno, chitosan je nejvýznamnějším derivátem chitinu. Tento lineární 
polysacharid je složen z vazeb β(1→4) spojujících 2-amino-2-deoxy-D-glukopyranosy a 2-
acetamido-2-deoxy-D-glukopyranosy (viz obrázek 1). 
Hlavní rozdíl mezi chitosanem a chitinem je ve stupni acetylace, kterým je průmyslově 
vyráběný chitosan charakterizován. Stupeň acetylace je definován jako poměr 
glukosaminových jednotek k celkovému počtu glukosaminových a N-acetylglukosaminových 
skupin.  
Pomocí rentgeno-strukturní analýzy provedené skupinou vědců kolem K. Okuyamy [3] 
byly objeveny čtyři krystalické formy chitosanu. Tři hydratované formy (tedonová forma, 
forma II a L2), vytvářejí poměrně snadno ve vodných roztocích soli s organickými či 
minerálními kyselinami [3]. Čtvrtá objevená forma chitosanu je nehydratovaná a vzniká 
zahřátím chitosanu, který je hydratovaný, na teplotu 200°C. Díky dehydrataci dochází 
ke zkracování vzdáleností vrcholů struktury a oddalování řetězců. Dehydratace chitosanu je 
ireverzibilní proces. Takto vzniklá krystalická forma je nerozpustná v organických 
i minerálních kyselinách, a dokonce není schopna tvorby komplexů s kovovými ionty, jak 
tomu bylo u hydratovaných forem. Z hlediska použití ztrácí dehydratovaná forma funkci 
biomateriálů, avšak může být použita jako interní pryskyřice [4]. 
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Díky svým unikátním vlastnostem je chitosan velmi ceněn a používán v širokém spektru 
průmyslových odvětví. Přítomnost volných aminoskupin z něj ve vodných roztocích činí 
polykationt. Díky těmto skupinám je schopen interakce s mnoha aniontovými sloučeninami. 
I přes svůj kladný náboj se při fyziologickém pH jedná o bioadhezivní polymer, což 
umocňuje jeho použití ve farmaceutických aplikacích [5]. 
 
Obrázek 1: Struktura chitosanu [6]. 
3.1.2 Rozpustnost chitosanu 
Reakcí s kyselinami je schopen vytvářet soli kyselin. Jejich rozpustnost je závislá na 
povaze přítomného aniontu. Vzniklá sůl má ve vodě pouze omezenou rozpustnost, která 
souvisí s celou řadou faktorů, jako jsou stupeň acetylace, molární hmotnost, teplota, či 
množství přidané kyseliny. 
Kromě slabých organických kyselin, jako jsou kyselina mravenčí, octová, citronová, či 
benzensulfonová se chitosan rozpouští i ve zředěných minerálních kyselinách. V praxi tak lze 
pro přípravu roztoku chitosanu použít kyselinu chlorovodíkovou, jodovodíkovou, 
bromovodíkovou, dusičnou či chloristou. S rostoucí koncentrací kyseliny chlorovodíkové 
a bromovodíkové může být z roztoku těchto kyselin vysrážen [7]. 
Jak již bylo zmíněno, chitosan je rozpustný v roztocích některých organických kyselin, kde 
k již zmíněným kyselinám mravenčí a octové patří ještě benzensulfonová. Avšak 
v organických rozpouštědlech je jeho rozpustnost, až na výjimky, velmi nízká. Takovou 
výjimkou je DMSO (dimethylsulfoxid, viz kapitola 3.1) či aprotické polární rozpouštědlo 
dimethylformamid (DMF). Je prakticky nerozpustný v etanolu, neutrálních a alkalických 
roztocích při pH > 6,5 [8]. Dash a kol. [9] se zabývali vnější iontovou gelací chitosanu za 
vzniku sférických částic, tzv. chitosanových perel. Jako síťovací činidlo použili tripolyfosfát 
sodný (TPPS), obsahující velké množství záporně nabitých iontů. Chitosan nejprve rozpustili 
ve vodném kyselém roztoku, kdy docházelo ke kvarternizaci aminoskupin. Následně byl do 
roztoku vkapáván polyaniontový roztok TPPS a docházelo k interakcím opačně nabitých 
iontů a vzniku sférických částic. 
3.1.3 Průmyslově vyráběný chitosan 
Je vyráběn v mnoha podobách, které odpovídají jeho aplikaci. Nejčastěji je ve formě 
prášku, kuliček, fólií, mikrokapslí a v neposlední řadě je to i mikrokrystalická forma 
chitosanu. Jednotlivé produkty se od sebe liší molární hmotností, rozpustností, stupněm 




Mohou být použity na regeneraci kapalných odpadů či jako chromatografický nosič. 
Mohou být potaženy aniontovými polysacharidy či lipidy, a poté je lze využít pro přípravu 
léků s řízeným uvolňováním. 
Chitosanové filmy 
Roztoky chitosanových solí velmi ochotně tvoří transparentní filmy, které mohou být 
úpravou zásaditým roztokem přeměněny na chitosanové fólie. Vyznačují se 
biokompatibilitou, biodegradabilitou, dobrou propustností kyslíku, absorpcí vody. Zároveň si 
ale uchovávají značnou reaktivitu, pevnost a elasticitu. Jejich aplikace spočívá například pro 
ošetření popálenin či poranění kůže. 
Chitosanová vlákna 
 Mají vynikající mechanické vlastnosti ve srovnání s jinými formami chitosanu. Nevýhodou 
jsou však vysoké výrobní náklady, které jsou spojeny se zvlákňováním. V současnosti se 
používá směsí chitosanu a dalších látek (kolagenu, alginátu, poly-vinylalkoholu…). Díky 
tomu dochází ke snižování výrobních nákladů a zároveň zlepšování vlastností, např. odolnost 
vůči bakteriím, vodě, elektrická vodivost. Jednou z metod přípravy nanovláken je metoda 
elektrospin, kdy jsou jednotlivá vlákna pomocí elektrického pole „vytahována“ z elektrody 
s roztokem chitosanu a jsou zachycována na protilehlé elektrodě. 
Mikrokrystalický chitosan 
Jeho příprava spočívá ve srážení z kyselého roztoku do hydroxidu sodného. Může být ve 
formě prášku či želatinové disperze. V praxi se tato forma chitosanu používá jako 
zahušťovadlo, změkčovadlo, stabilizátor. V kosmetice lze využít jeho bioaktivního účinku, 
a tak ho lze použít jako součást mýdel či šampónů [10]. 
Tabulka 1 Využití různých forem chitosanu [10] 
složení forma aplikační oblast 
chitosan-kolagen nanovlákna tkáňové inženýrství 
chitosan mikrokuličky enkapsulace, transport léčiv 
chitosan-alginát kuličky odstranění Cu2+ iontů 
chitosan-želatina houbovitá biomedicínské aplikace 
chitosan-glutaraldehyd gelové kuličky imobilizace protilátek 
chitosan kuličky sorpce Cr6+ iontů, transport léčiv 
chitosan hydrogelové kuličky enkapsulace proteinů, adsorpce dusičnanů 
chitosan-epichlorhydrin kuličky adsorpce Fe2+ a Fe3+ 
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3.1.4 Využití chitosanu 
S jeho užíváním se můžeme setkat v mnoha odvětvích. Je hojně využíván v medicíně 
a farmaceutických aplikacích, v kosmetice, potravinářství, v textilním či dokonce 
zemědělském průmyslu. Je to hlavně díky jeho struktuře, kvůli které má chitosan všestranné 
použití. Mezi jeho specifické vlastnosti nepochybně patří bioaktivita, biodegradabilita, 
reaktivita volných aminoskupin, adsorpční a filmotvorné vlastnosti [5]. 
Zemědělství a ochrana životního prostředí 
Díky své antimikrobiální vlastnosti zvyšuje odolnost u rostlin vůči plísním, houbám 
a mikrobiálním infekcím. U zvířat ho lze využít jako prebiotikum, které inhibuje růst 
střevních bakterií a podporuje množství střevních mikroklků [11]. 
Vykazuje dobrou afinitu vůči těžkým kovům, a tak ho lze ve spojení s modifikovanými 
sorbenty využít jako imobilizátor těchto iontů. Tímto způsobem je lze imobilizovat, snížit 
jejich biologickou dostupnost a negativní dopady na půdní ekosystém. Má také velmi dobré 
sorpční a chelatační schopnosti a lze ho použít i při čištění odpadních vod [12]. 
Potravinářství 
Velké uplatnění nachází jako konzervant potravin. Mnoho firem, i na tuzemském trhu, 
nabízí potravinové doplňky s obsahem chitosanu, které jsou určeny k redukci hmotnosti. 
Chitosan je na sebe schopen vázat tuky i cholesterol a odvádí je tak pryč ze zažívacího traktu. 
Jako vláknina zlepšuje funkci tlustého střeva a současně snižuje pocit hladu. Proto se 
v podobě tablet často užívá k hubnutí [2]. 
Kosmetika 
Materiály na bázi chitosanu se používají v krémech, pleťových vodách, lacích na nehty 
a mnoha dalších kosmetických přípravcích. Má fungicidní vlastnosti, je přírodního původu 
a při neutralizaci kyselinou se stává viskóznějším, čehož se využívá ve výše zmíněných 
produktech [12]. 
Farmaceutická a biochemické aplikace 
V této oblasti je dosud největší potenciál chitosanu. Je netoxický, biodegradabilní a hlavně 
biokompatibilní. Díky své biodegradabilitě je tak schopen fungovat jako nosič léčiva 
s postupným uvolňováním, kdy s časem dochází k rozkladu chitosanového obalu a do těla se 
tak mohou řízeně uvolňovat léčivé látky. Důležité je, aby se léčivá látka uvolňovala postupně. 
To se jeví jako největší problém při podávání léčiv, jelikož většina aktivní látky se uvolní 
ihned po podání, což způsobuje poměrně vysoký nárůst koncentrace této látky v těle. Ta 
dosáhne maximální koncentrace, a pak velmi rychle začne klesat. Tyto ostré výkyvy 
koncentrací způsobují nepříznivé vedlejší účinky a léčba se tak stává nedostatečnou (viz 
obrázek 2). Použitím vhodné koncentrace chitosanu lze docílit potupného uvolňování aktivní 
látky [12]. V této oblasti biomedicínského odvětví hraje důležitou roli samotná struktura 
chitosanu a jak již bylo zmíněno v úvodu i přítomnost primární hydroxyskupiny. Ta může být 
substituována spojovacími články spacery, na které lze navázat aktivní složku. Může jím být 
samotné léčivo, nebo skupina zodpovědná za distribuci léčiva či změnu rozpustnosti v daném 
prostředí. Tímto způsobem lze chitosan využít především jako nosič protinádorové látky na 
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místo jejího účinku. Jednou z těchto látek je alkaloid kamptotecin. Je velmi účinný při léčbě 
nádoru tlustého střeva, žaludku i močového měchýře, avšak jeho nevýhodou je vysoká 
toxicita a nízká rozpustnost. Tento problém řeší právě jeho kombinace s chitosanem, kdy se 
zvýší jeho rozpustnost a zároveň cíleným transportem a řízeným uvolňováním sníží jeho 
toxicita. Průnik makromolekulárního proléčiva do buňky může probíhat samotnou difuzí 
uvolněného léčiva, nebo endocytózou sloučeniny polymer-léčivo [2]. 
V biomedicínských aplikacích lze chitosan také využít jako obvazový materiál. Podporuje 
hojení ran, chrání je před poškozením a díky své antimikrobiální schopnosti chrání před 
infekcí. Přesný mechanismus jeho antimikrobiální účinnosti znám není, avšak předpokládá se, 
že kladné aminoskupiny glukosaminových jednotek interagují s opačně nabitými komponenty 
mikrobiálních buněčných membrán a tím mění jejich propustnost. Dochází tak k úniku 
intracelulárního obsahu vedoucímu k rozpadu buněk. Zároveň inhibuje tvorbu fibroblastů. 
Tím snižuje tvorbu zjizvené tkáně, jelikož fibroblasty se na její tvorbě podílejí. Proto lze 
použít chitosanové přípravky i při léčbě popálenin [2]. Na trhu se již několik let vyskytují 
samovstřebávací chirurgické nitě na bázi chitosanu. Jsou pevné a zároveň minimalizují vznik 
jizev, jelikož jsou biodegradabilní. Stejně tak má chitosan ideální vlastnosti pro výrobu 
kontaktních čoček. Je opticky čirý, mechanicky stabilní a propouští plyny, zejména kyslík 
[13].  
Lidé, kteří utrpěli rozsáhlá povrchová zranění, obvykle po úrazech způsobených ohněm, se 
často musí vypořádat s problémy souvisejícími s masivní infekcí či hlubokými jizvami. 
Skupina vědců kolem I. V. Yannase [14] se zabývala studiem a využitím biopolymerů při 
náhradě poškozené kůže. Navrhla model umělé kůži, jejíž hlavní složkou by byl právě 
chitosan, pro dlouhodobou aplikaci po úrazech způsobených popáleninami a jinými 
rozsáhlými poraněními. Tento model kůže by měl být schopen rychleji regenerovat 
poškozenou tkáň a postupem času by docházelo k jeho biodegradaci, takže by se výrazně 
zkrátila doba celkové regenerace. 
Své místo má chitosan i v odvětví biomedicíny, zabývající se tkáňovým inženýrstvím. Zde 
se využívá především jako nosné lešení, tzv. scaffold. Takovéto lešení umožňuje růst nových 
buněk, či tkání. V praxi se na scaffold umístí kmenové buňky a chitosan podporuje jejich růst 
i výživu. Většinou se nepoužívá jen čistý chitosan, ale využívá se ve spojení s jiným 
materiálem, například hydroxyapatitem. Lze tak uměle vytvořit a nahradit poškozenou tkáň 




Obrázek 2 Přímé a řízené uvolňování léčiva [12] 
3.2 Agaróza 
Díky své schopnosti gelace je známá a využívaná již po staletí. Jedná se o lineární 
polysacharid složený z jednotek agarobiózy, která je tvořena navzájem opakujícími se 
podjednotkami galaktózy a 3,6-anhydrogalaktózy (obrázek 3). Agaróza je termoreverzibilní 
polysacharid, jelikož vykazuje hysterezi při různých změnách teploty. Výhodou použití 
agarózy ke studiu řady látek je dobrá optická průchodnost a také fakt, že se jedná o prakticky 
nenabitý polysacharid. V případě této bakalářské práce z toho plyne nízká afinita k interakcím 
s použitým biopolymerem i barvivem. 
V přírodě se agaróza vyskytuje u mořských řas typu Agarophyte a to ve formě agaru 
obsaženého v buněčné stěně [16].  
Na trhu se vyskytuje mnoho druhů komerčně dodávané agarózy. Některé druhy, 
označované jako low melting point jsou v roztocích rozpustné při teplotě nižší než 65 °C. 
Naopak high gelling temperature agaróza je rozpustná při teplotě 95 °C. Běžně používané 
druhy agarózy jsou však rozpustné při teplotě 85 °C. Při následném chlazení roztoku agarózy 
při teplotě nižší než 40 °C (u high gelling temperature nižší než 42 °C) vytváří gelovou hmotu 
[17]. Teplota gelace je však silně závislá na množství sulfátových a methoxylových skupin. 
Díky tomu existují různě modifikované formy agarózy. Jak již bylo zmíněno, jedná se 
o termoreverzibilní polysacharid, tudíž opětovným zahřátím vzniklého gelu vzniká sol. Proces 
gelace souvisí se změnou chemické struktury, přičemž dochází k nárůstu dvojitých 
helikálních struktur a následnému vzniku třídimenzionálních sítí [18]. Jako u většiny gelů 
dochází v důsledku stárnutí gelu ke snižování objemu, které je doprovázeno samovolným 
vytlačováním kapaliny na povrchu gelu. Takový jev se nazývá synerze a často se vyskytuje 




Obrázek 3 Strukturní vzorec agarózy [19]. 
3.2.1 Využití agarózy 
Pravděpodobně nejznámější využití agarózy je v analytické chemii a biochemii. V těchto 
odvětvích se agarózový hydrogel využívá jako nosné médium pro gelovou elektroforézu, 
nejčastěji nukleových kyselin (NK). Nedochází k interakcím NK s agarózovým hydrogelem, 
vyznačuje se dobrou vodivostí a volbou vhodné koncentrace gelu můžeme separovat různě 
dlouhé úseky DNA.  Jedná se o pohyb záporně nabitých iontů ve třídimenzionální agarózové 
síti ke katodě vlivem elektrického pole. Pro separaci různých molekul je však důležité zvolit 
vhodnou koncentraci gelu. Čím větší je koncentrace agarózy, tím je menší velikost pórů 
uvnitř gelu a elektroforéza tak probíhá pomaleji. Dalším využitím v této oblasti chemie je i ve 
formě stacionární fáze v gelové permeační chromatografii [16]. 
Pro různá odvětví se využívá odlišných koncentrací agarózových gelů. V potravinářství 
jsou využívány spíše méně koncentrované gely na bázi agarózy, farmaceutický 
a mikrobiologický průmysl využívá koncentrovanější gely s vysokou odolností. V některých 
oborech má však omezené využití, a to kvůli jeho křehkým mechanickým vlastnostem. 
Rozsáhlý přehled o využití tohoto polysacharidu v potravinářství poskytuje reference [20]. 
Jak již bylo zmíněno, své využití má agaróza i v oborech mikrobiologie a farmacie. Díky 
tomu, že agarózový hydrogel obsahuje až 99 hm. % vody, je vhodným nosičem pro růst 
mikroorganismů, jelikož přítomná voda zajišťuje jejich výživu. Stejně jako chitosan, o kterém 
byla řeč, lze agarózu využít i jako scaffold v tkáňovém inženýrství. Stejně jako růst 
mikroorganismů přítomná voda vyživuje a podporuje i růst buněk, či samotných tkání [21]. 
Další neméně důležitou oblastí chemie, kde se lze setkat s použitím agarózy je fyzikální 
chemie. Zde se využívá studia polymerů a řady dalších látek v hydrogelovém médiu tvořeném 
agarózou. Nesmírnou výhodou, jak bylo zmíněno v úvodu, je velmi nízká afinita k interakcím 
hydrogelu s použitým studovaným materiálem. Látky jsou studovány na základě difuzních 
experimentů v hydrogelové fázi ze kterých je usuzováno o jejich reaktivitě. Takový 
experiment umožňuje připravit média o určitých rozměrech a vlastnostech, přičemž výsledky 
měření lze pak snadno aplikovat na matematické či fyzikální teoretické modely [22]. 
3.3 Gelové systémy 
3.3.1 Disperzní systém 
Jedná se o soustavu, obsahující alespoň dva druhy hmoty (složka nebo fáze), přičemž jeden 
druh hmoty je rozptýlen ve druhém ve formě více či méně jemných částic. Rozptýlený druh se 
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nazývá disperzní podíl a spojitý druh je disperzní prostředí. Existuje mnoho typů disperzních 
soustav, rozdělovaných podle různých hledisek: 
 podle počtu fází se dělí na systémy: 
o homogenní – disperzní podíl i disperzní prostředí tvoří jednu fázi 
o heterogenní – disperzní podíl je od disperzního prostředí oddělen fázovým 
rozhraním 
Podle skupenství disperzního prostředí a disperzního podílu bývají heterogenní systémy dále 
děleny: 
Tabulka 2 Dělení dle skupenství disperzního prostředí [23] 




plynný – – 
kapalný aerosoly (mlhy) déšť, mlhy 
tuhý aerosoly (dýmy) prach, dýmy 
kapalné 
plynný pěny bubliny, pěny 
kapalný emulze emulze 
tuhý lyosoly suspenze 
tuhé 
plynný tuhé pěny tuhé pěny, minerály s uzavřenými plyny 
kapalný tuhé emulze tuhé emulze, minerály s kapičkami 
tuhý tuhé soly tuhé směsi 
 podle počtu molekul v částici disperzního podílu na: 
o molekulární systémy – analytické disperze a roztoky makromolekul 
o polymolekulární systémy – asociativní koloidy, lyofobní soly a hrubé disperze 
 podle velikosti částic disperzního podílu: 
o hrubé disperze – d > 10–6 m 
o koloidní disperze – 10–9 m < d < 10–6 m 
o analytické disperze – d < 10–9 m (pravé roztoky) 
 podle tvaru částic: 
o globulárně disperzní – s izometrickými částicemi 
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o laminárně disperzní – s anizometrickými částicemi, jejichž jeden rozměr je 
řádově menší než ostatní 
o fibrálně disperzní – s anizometrickými částicemi, jejichž jeden rozměr je řádově 
větší než ostatní 
 podle struktury disperzního podílu: 
o na systémy s disperzním podílem ve formě částic 
o na systémy, u nichž částice disperzního podílu vytvářejí souvislou prostorovou 
síť, která prostupuje kapalným disperzním prostředím (gely) 
 podle rozdělení velikosti částic: 
o monodisperzní – s částicemi stejné velikosti 
o paucidisperzní – obsahují několik velikostních frakcí částic 
o polydisperzní – obsahují částice mnoha různých velikostí 
3.3.2 Gel 
Pod pojmem gel se rozumí systém, tvořený třídimenzionální sítí, která vytváří souvislou 
strukturu a prostupuje celým prostředím, které je disperzní. Spojité je mimo disperzního 
prostředí i disperzní podíl. Disperzní částice pak nejsou schopny v síťové struktuře 
nezávislého pohybu. Nejčastěji se pojem gel uvádí v souvislosti se systémem, kde je disperzní 
prostředí kapalné (tento typ gelu je označován jako lyogel). V širším smyslu jsou do gelů 
řazeny také xerogely. Ty vznikají odstraněním disperzního prostředí, tudíž vysušením. 
Disperzní částice, které tvoří trojrozměrnou síťovou strukturu gelu, mají nejčastěji velikost 
koloidů (1 – 500 nm). Existují však gely, které tvoří mikroheterogenní systémy, například 
gely silikátů. 
3.3.3 Dělení gelů 
Způsoby klasifikace gelů: 
 podle chování ve vysušeném stavu 
o reverzibilní gely – jsou to gely, které zmenšují při vysoušení svůj objem a dávají 
vznik kompaktním xerogelům. Jsou schopny přecházet zpět do původního stavu 
přijetím disperzního prostředí, tzv. botnáním gelu. Reverzibilní gely vznikají 
z roztoků lineárních polymerů (např. agarózy) nebo botnáním xerogelů. Proces 
vzniku gelu se nazývá gelace. 
o ireverzibilní gely – ve vysušeném stavu mají prakticky totožný objem, avšak 
mají porézní strukturu. Při kontaktu s disperzním prostředím absorbují určité 
množství kapaliny, avšak nedochází ke vzniku lyogelu. Změna ireverzibilního 
gelu na xerogel je tedy nevratná. Jedním ze způsobů vzniku ireverzibilního gelu 
je gelace lyofobních solů. Jedná se o pomalý proces, při němž sol přechází na 
gel přes viskózní, polotuhá stádia. Proto je přesné vystižení okamžiku, kdy sol 
úplně ztuhl, nebo gel roztál velmi obtížné. Tato teplota je označována bod 
gelace a bývá zjišťována pomocí magnetoreometru (kulička vlivem 
magnetického pole osciluje a gelací se kmity zcela utlumí) [23]. 
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 podle chemického složení disperzního podílu: 
o anorganické 
o organické 
 podle charakteru disperzního prostředí: 
o hydrogely – vodné disperzní prostředí 
o organogely – disperzní prostředí je tvořené organickým rozpouštědlem (etanol) 
 podle povahy sil, které drží síťovou strukturu pohromadě: 
o fyzikálně síťované gely – vznikají z roztoku polymerů tak, že se úseky 
makromolekulárních řetězců sdružují působením fyzikálních sil do útvarů, které 
plní funkci uzlů. Ty jsou zpravidla v jednom, dvou nebo i třech rozměrech větší, 
než kovalentní uzly. Ve srovnání s kovalentními uzly nelze zanedbat skutečnost, 
že jejich uzly mohou v čase zanikat a v jiném uspořádání zase vznikat, zatímco 
kovalentní uzly se pokládají za nekonečně trvanlivé. 
o gely s kovalentními vazbami – představují nekonečnou trojrozměrnou síťovitou 
strukturu, která je tvořena chemickými valencemi. Rozdíl mezi fyzikálně 
síťovanými gely viz výše.  
3.3.4 Vlastnosti gelů 
 Mechanické vlastnosti – i přes kapalné disperzní prostředí, které je majoritně 
zastoupeno, mají gely v důsledku svého uspořádání mechanické vlastnosti, které jsou 
charakteristické pro tuhý stav. Až do určité hodnoty jsou schopné odolávat tečnému 
napětí. Pod tuto hodnotu se chovají jako elastická tělesa. Kritické napětí, respektive jeho 
hodnota závisí na pevnosti vazeb a jejich koncentraci. Značně elastické jsou obvykle 
reverzibilní gely, které jsou drženy pohromadě pomocí kovalentních sil a mají ve svém 
objemu malý počet styčných bodů. Čím více vazeb je v řetězci polymeru přítomných, 
tím menší je možná změna tvaru molekuly a prostorová síť je tak více rigidní. Některé 
fyzikálně síťované gely mají zřetelné tixotropní vlastnosti. Tyto vlastnosti mají některé 
plastické a pseudoplastické systémy, které když jsou smykově namáhány (míchání, 
třepání…), jeví nejprve vysokou vizkozitu, která však s časem klesá. Po zanechání 
systému v klidu se opět obnovuje původní struktura a viskozita roste až k původní 




Obrázek 4 Časová závislost zdánlivé viskozity tixotropního systému [23]. 
 Elektrická vodivost a difuzivita – v disperzním prostředí se malé molekuly a ionty 
rozpuštěných látek pohybují stejně rychle jako v solu. To sebou nese i elektrickou 
vodivost gelu, která zůstává téměř totožná s vodivostí v odpovídajícím solu. Disperzní 
prostředí totiž obsahuje disociované nízkomolekulární elektrolyty. Difuzivita 
nízkomolekulárních látek v gelu je pouze o něco menší než v solu, ze kterého gel 
vznikl, přestože při procesu gelace viskozita prudce roste. Díky struktuře v gelu není 
difuzivita nízkomolekulárních látek ovlivňována ani tepelnými konvencemi, ani 
prouděním. Toho se využívá při studiu reaktivity některých látek v gelových systémech. 
 Stárnutí gelů – u gelů, které jsou čerstvě připraveny a nejsou v termodynamické 
rovnováze, roste s časem i počet spojů, dochází ke smršťování struktury a část disperzní 
kapaliny je z gelu vytlačována, tudíž nastává synereze [23]. 
Faktory ovlivňující gelaci 
 vliv teploty – při vyšší teplotě narůstá tepelný pohyb molekul v gelu a tím dochází ke 
snižování počtu vazeb mezi makromolekulami. Naopak snižování teploty podporuje 
proces gelace a následkem je zvyšování počtu vazeb. Některé gely lze zahřátím převést 
opět na roztok a naopak. Takové gely jsou termoreverzibilní viz agaróza. 
 vliv pH – pH, které odpovídá izoelektrickému bodu použité makromolekuly, je 
optimální pro vznik gelu 
 vliv koncentrace – rostoucí koncentrace dopomáhá gelaci díky zvyšování počtu vazeb 
v gelu 
 vliv elektrolytu – aby proběhla gelace, je třeba zbavit micely stabilizačního faktoru a to 
lze pomocí přídavku elektrolytu. Je třeba volit přídavek elektrolytu tak, aby částice 
nekoagulovaly, ale docházelo ke vzniku prostorové sítě. 
Botnání 
Jak již bylo zmíněno v souvislosti s reverzibilním gelem, botnání je proces, při kterém 
dochází k přijetí nízkomolekulárního rozpouštědla vysokomolekulárním xerogelem. Pokud 
xerogely vznikly z reverzibilních lyogelů, mohou se botnáním vrátit do původního stavu. 
Vysušením ireverzibilních lyogelů vznikají porézní xerogely, které při styku s disperzním 
prostředím mohou určité množství kapaliny sorbovat, nenavracejí se však do původního 
stavu. Existují však dva způsoby botnání, a to omezené a neomezené. Omezené botnání je 
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v případě, kdy přidávání disperzního prostředí přerušíme ve stavu lyogelu. Pokud se však 
pokračuje v přídavcích disperzního prostředí, dochází k zániku styčných ploch, a toto botnání 
je neomezené. 
Podobně jako gelaci i botnání ovlivňují různé faktory. V případě zvyšující se teploty 
dochází ke zvýšení rychlosti. Podobně je tomu i s rostoucí koncentrací elektrolytu, kdy 
dochází k nárůstu botnání [25]. 
3.4 Amidočerň 
Jedná se o disodnou sůl 4-Amino-5-hydroxy-3-[(4-nitrophenyl)azo]-6-(phenylazo)-2,7-
naftalen disulfonové kyseliny, často označované jako Amido black 10B, Amidoschwarz či 
Naphtol blue black ( C.I. 20 470). Reaktivita této sloučeniny je dána přítomností skupin 3SO , 
které z amidočerně dělají anionaktivní azobarvivo (viz obrázek 5). Toto azobarvivo se často 
využívá ve forenzní analýze k detekci otisků prstů kontaminovaných krví. Nedetekuje typické 
chemické komponenty obsažené na otiscích prstů, ale je velmi citlivý na barvení proteinů 
obsažených v krvi. Takové barvení vyvolá černomodrou skvrnu [26]. 
 
Obrázek 5 Struktura barviva Amidočerň (C.I. 20 470) [27]. 
Amidočerň se také ve velké míře používá jako detekční barvivo pro barvení proteinů po 
elektroforéze v polyakrylamidovém gelu, agarózovém gelu i nitrocelulózové membráně. Pro 
takovéto barvení se nejčastěji používá koncentrace barviva 0,1 g∙dm-3. 
Azobarviva jsou látky běžně využívány pro barvení v různých průmyslových odvětvích, 
jako jsou oděvní průmysl, papírenský, kosmetický a dokonce i farmaceutický. Jsou tedy 
vyráběny ve velkém množství (v roce 2001 to bylo 700 000 tun ročně) a nastává tak problém 
se znečišťováním odpadních vod. U rostlin má toto znečištění negativní vliv na fotosyntézu, 
snížení hladiny kyslíku a změnu pH. Proto v mnoha zemích jsou nastaveny takové právní 
předpisy, které sledují používání azobarviv a nakládání s nimi [28]. 
3.5 Difúze 
Tímto pojmem je označován proces, při kterém dochází k transportu částic 
mikroskopických rozměrů. Pohyb částic je samovolný a děje se v navenek nehybné fázi. Na 
základě Brownova pohybu dochází k vyrovnávání koncentrací v prostředí, které obsahuje 
koncentrační gradient. Z mikroskopického hlediska lze tvrdit, že pohyb je nahodilý a částice 
se nepohybují po žádných trajektoriích. Navenek je pozorován pouze pohyb z prostředí 
o větší koncentraci do místa s nižší koncentrací [29]. 
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Hnací silou difúze a procesů s ní souvisejících je rozdíl koncentrací transportované látky ve 
sledovaném prostředí. Při spojení prvního a druhého termodynamického zákona plyne, že za 
konstantního tlaku a teploty je Gibbsova energie rovna maximální práci dw (jiné než 
objemové), kterou může vykonat jeden mol látky při transportu z místa o chemickém 
potenciálu µ do místa s chemickým potenciálem µ + dµ. V systému, kde chemický potenciál 


















a po porovnání rovnice (1) s teoretickým předpokladem vyjádřením práce: 
 dxd Fw   (2) 
kde F je síla působící v opačném směru. Spojením rovnic (1) a (2) můžeme gradient 
chemického potenciálu za konstantní teploty a tlaku zapsat jako sílu, která působí v opačném 
















Jedná se o sílu, vyjadřující spontánní tendenci částic k rozptýlení. Podle druhého zákona 
termodynamiky spočívá její podstata v tom, že systém zvyšuje svou míru neuspořádanosti, 
čímž dospěje do určitého stavu, který má nejnižší vnitřní energii [31]. 
Proces, kdy dochází ke vzájemné difúzi látky a rozpouštědla je velmi častý a nastává tzv. 
binární difúze. Nedochází pouze k difúzi jedné látky do druhé. Tento proces je vzájemný 
a např. v systému rozpouštědlo – pevná látka difunduje jak pevná látka do rozpouštědla, tak 
i molekuly rozpouštědla difundují mezi molekuly pevné látky [32]. 
Protože probíhá tepelný pohyb i v čistých látkách, popřípadě rovnovážných směsích, 
definuje se tzv. samodifúze. Tou je charakterizován pohyb molekuly látky v prostředí 
o nulovém koncentračním gradientu. Pokud je koncentrace námi sledované látky 
v rovnovážném roztoku nízká, hovoříme o difúzi označených molekul (souvisí s měřením 
difúze radioaktivně označených molekul studované látky v roztoku). Samodifúze je vhodný 
prostředek pro studium transportních jevů, jelikož měření probíhá ve směsích, u nichž právě 
bylo dosaženo rovnováhy. 
Rychlost difůze je pro různá prostředí odlišná (viz tabulka 3). V roztocích polymerů je její 
hodnota řádově mezi rychlostí difúze v kapalinách a pevných látkách. Rychlost samodifúze je 
závislá na mnoha faktorech, jako např. teplotě, tlaku, viskozitě difúzního prostředí a velikosti 
molekuly, která se pohybuje [32]. 
Tabulka 3 Řádová rychlost difúze v různých fázích prostředí [32] 






3.5.1 Fickovy zákony 
Adolf Eugene Fick si jako první všiml určité podobnosti mezi vedením tepla ve vodiči 
(kondukcí) a difúzí, tedy neuspořádaným molekulárním pohybem. Podobný princip byl dále 
využit při studiu vedení elektřiny. Na základě těchto znalostí a jejich experimentálního 
ověření Fick definoval dva zákony. První z těchto zákonů definuje souvislost mezi rychlostí 
přenosu látky difúzí a koncentračnímu gradientu v určitém místě. Podle druhého zákona je 
rychlost změny koncentrace v určitém místě způsobena difúzí, která je úměrná změně 
koncentračního gradientu v tomto místě. Konstantou této úměrnosti je pak difúzní koeficient 
D [31] a [32].  
1. Fickův zákon 
Jednorozměrný difúzní tok J1 [mol∙m







  (4) 
kde symbol A znázorňuje velikost plochy, přes kterou látka difunduje, j1 je difúzní tok přes 
jednotkovou plochu, c1 představuje molární koncentraci látky a x je vzdálenost. Difúzní 
koeficient D je veličina udávající míru mobility molekul v dané látce a je přímo úměrná 
difúznímu toku. Někdy se lze setkat místo označení difúzní koeficient s pojmem difuzivita. 
Jedná se tedy o totožnou veličinu, která je udávána v jednotkách m2∙s-1. Stejně, jako bylo 
zmíněno výše u samodifúze, je difúzní koeficient závislý na tlaku, teplotě a velikosti 
difundovaných částic [32]. 
V případě dříve zmíněné binární difúze platí, že existuje-li koncentrační gradient 1. složky, 
způsobující její difúzní tok, musí v ustáleném stavu zároveň existovat i koncentrační gradient 
2. složky, který má stejnou velikost. Ten způsobuje difúzní tok 2. složky v opačném směru. 
Z tohoto důvodu je jedna rovnice popisující difúzní tok jedné látky v daném systému 
dostačující. Obecně lze tedy 1. Fickův zákon zapsat ve tvaru: 
 111 cgradDj   (5) 
kde difúzní tok má vektorový charakter a je roven množství látky, která je přenesena přes 
jednotkový objem za jednotku času. Její rozměr je tedy mol∙m-2∙s-1. Difúze probíhá proti 
směru koncentračního gradientu a z toho důvodu je na pravé straně rovnice (5) záporné 
znaménko. Pro popis nestacionární difúze slouží Druhý Fickův zákon [24]. 
2. Fickův zákon 
Jak bylo zmíněno výše, popisuje nestacionární difúzi v systémech, kde dochází ke změně 
koncentrace difundující látky s časem. Pokud D není funkcí c lze ho obecně zapsat ve tvaru 
[31]: 










Takto zapsaná rovnice je zcela nezávislá na souřadnicovém systému a může být vyjádřena 
pro různé souřadnicové systémy (např. cylindrický, sférický a karteziánský) [29]. 
Nestacionární difúzi ve směru osy x lze zapsat ve tvaru (pouze v případě, že je zanedbána 
































1 1  (7) 

















Jelikož vyjádření difúzních procesů je často totožné s procesy vedením tepla, lze tuto 
rovnici použít při shodně zadaných počátečních a okrajových podmínkách převést na úlohy, 
zabývající se difúzní problematikou a naopak [30]. 
3.5.2 Jednoduché difúzní modely 
Řešením difúzních modelů se zabýval britský fyzik a matematik John Crank, který se 
značně podílel na vytvoření databáze různých difúzních modelů. Ty jsou často složité, a tak se 
využívá zjednodušených modelů. Mezi nejjednodušší modely nepochybně patří difúze skrz 
tenký film a volná difúze [33]. 
Difúze skrz tenký film 
Metoda je založena na ustálené, časově neměnné jednosměrné difúzi mezi dvěma dobře 
míchanými roztoky o různých koncentracích c1 a c2. Difúze probíhá skrz tenkou bariéru 
a dostatečně dlouho, aby nedocházelo k akumulaci látky v bariéře. Díky tomu lze tvrdit, že 
nedochází ke hromadění difundované látky v bariéře, a tedy tok látky do bariéry je totožný 












 . (9) 
Matematickou úpravou pro film o tloušťce l a okrajové koncentrace ve filmu c1 = c10 pro 















 . (11) 
Z předchozích rovnic je patrné, že koncentrační profil látky ve filmové bariéře je lineární 
a je závislý pouze na tloušťce filmu a okrajových koncentracích. Jelikož difúzní tok není 
závislý na čase, dochází s rostoucím časem k nárůstu celkového transportovaného množství 
látky s časem. 
Při membránové difúzi existuje mezi koncentrací transportované složky ve filmu 
a v roztoku na rozhraní rovnováha, která je popsána tzv. rozdělovacím koeficientem ε. 
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Okrajové podmínky jsou pak c1 = ε ∙ C10 pro x = 0 a c1 = ε ∙C1l pro x = l. C10 a C1l jsou 





ccCc l  101101  . (12) 
Volná difúze 
Pojem volná, v tomto difúzním modelu znamená, že difúzní prostor je tak dlouhý, že 
částice nedosáhnou za měřený čas jeho konce. Je tedy nutné této podmínce přizpůsobit 
i experimentální provedení, například v plastových kyvetách v hydrogelu. 
Měřené médium na počátku obsahuje konstantní koncentraci látky 1. Zvýšením její 
koncentrace na rozhraní dojde k vytvoření koncentračního gradientu, kterým započne difúze 
do média. Díky tomu pak dochází ke vzniku časově proměnného koncentračního profilu látky 
1 v médiu. Účelem takovýchto měření je zjistit, jak se s časem mění koncentrační profil 
difundující látky se změnou koncentrace na rozhraní [32]. 
Pro počáteční podmínku t = 0 pro všechna x je c1 = c1∞ a okrajové podmínky t > 0 pro x = 0 
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Difúzní tok u volné difúze je funkcí času a plochy. Při difúzi v tenkém filmu při 
zdvojnásobení D vzroste difúzní tok dvakrát, u volné difúze vzroste na 2 násobek [33]. 
3.5.3 Složitější difúzní model – difúze s chemickou reakcí 
Tento model ve srovnání s předchozími modely uvažuje situaci, kdy mezi sebou difundující 
složky interagují. Časová změna koncentrace difundující látky je pro případ difúze 
































kde r1 je rychlost vzniku látky 1 (nebo zániku látky 2), který je způsobený chemickými 
reakcemi v systému za předpokladu, že uvažujeme jednotkový objem a proces trvající 














 , (17) 
25 
 



































Pokud uvažujeme, že reakce v porovnání s procesem difúze probíhá mnohem rychleji, lze 
předpokládat vznik lokální rovnováhy mezi volnými a reakcí imobilizovanými složkami 
difundující látky:  
 12 cKc  . (19) 















































Deff , (22) 
získáváme vztah pro tzv. efektivní difúzní koeficient, což je zdánlivý difúzní koeficient. 
Vztahy (13) a (14) se tedy mění pouze v nahrazení difúzního koeficientu efektivním difúzním 
koeficientem. V tom je zahrnut vliv chemické reakce, porozita prostředí a tortuozita 
difundující látky. Je zřejmé, že chemická reakce nemění matematický popis volné difúze, ale 
pouze mění velikost difúzního koeficientu [31]. 
3.5.4 Difúzní koeficient a metody jeho stanovení 
Přesné stanovení difúzního koeficientu je poměrně náročné, avšak pomocí jednoduchých 
laboratorních technik ho lze stanovit s odchylkou 5 – 10 % od skutečné hodnoty [34]. Proto se 
těchto technik často využívá například pro studium reaktivity některých látek, kdy 
se experimentálně zjistí difúzní koeficient, a nejen z něho je pak usuzováno o reaktivitě dané 
látky s difúzním prostředím. 
K měření změny koncentrace látky a z ní vycházející rychlosti difúze se využívá 
analytických metod. Nejčastěji používanými a zároveň nejjednoduššími jsou 
spektrofotometrické a optické metody. Pro použití těchto analytických metod se při studiu 
difúzních procesů využívají modelové sloučeniny, tzv. sondy, které se vyznačují maximální, 
pro ně specifickou hodnotou absorbance. 
Metoda okamžitého plošného zdroje 
U této metody je naneseno poměrně malé množství látky v podobě tenkého filmu na rovný 
povrch difúzního prostředí, popřípadě mezi dvě difúzní prostředí. V praxi je takový systém 
realizován např. vložením namočeného filtračního papíru roztokem difundující látky mezi dvě 
nádoby s difúzním prostředím. 
Počáteční podmínky jsou: 
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t = 0 –  < x <  c1 = 0  
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1  (24) 
kde n1 je množství látky nanesené v čase t = 0 na rozhraní. 












1   (25) 
a vynesením do grafu závislosti ln c1 na x
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tg  . (26)  
Aby bylo možné použít řešení pro nekonečný systém, musí být délka vzorku dostatečná na 
to, aby bylo množství difundující látky, které by se dostalo za konečný rozměr systému 
zanedbatelné, vůči celkovému množství [34] [35]. 
Metoda konstantního zdroje 
Základem této metody je dostatečně velké difúzní médium, které je v kontaktu se zdrojem 
difundující látky o neměnné koncentraci c0. Ta je zajišťována např. přidáním dostatečné 






t = 0 x > 0 c1 = 0 
t > 0 x = 0 c1 = c10  















1   (27) 
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Z rovnice (28) pak lze určit difúzní koeficient [34] [35]. 
Metoda Stokesovy diafragmové cely 
Jedná se o poměrně levnou a zároveň přesnou metodu, kterou se dá snížit chyba až na 
0,2 %. Volí se proto jako počáteční metoda při studiu difúzního chování mnoha látek. 
Nevýhodou je pak velká spotřeba objemu studované látky. 
Diafragmová cela je tvořena dvěma samostatnými celami, které jsou od sebe odděleny 
porézní membránou či fritou, a jsou naplněny roztoky o různých koncentracích látky. Pomocí 
analytické metody se měří koncentrace v obou celách v různých časech a difúzní koeficient se 









































 . (32) 
kde A popisuje plochu, přes kterou difunduje látka, l je efektivní tloušťka membrány a V je 
objem diafragmové cely. Tuto konstantu je třeba experimentálně zjistit. 
Důraz je kladen především na délku experimentu a vlastnosti frity či membrány. To závisí 
především na tom, jaké látky jsou při experimenty zkoumány. Podle toho je třeba také zvolit 
intervaly, při kterých budou koncentrace látek měřeny. Obecně platí čím nižší intervaly, tím 





Obrázek 6 Diafragmová difúzní cela (PermeGear, Inc.) [37] 
Metoda nekonečného páru 
Tato metoda je obecně použitelná pro pevné látky, popřípadě roztoky, které jsou na začátku 
experimentu odděleny přepážkou. Vzorek je složen ze dvou částí o různých koncentracích 
látek. Obě části jsou na počátku experimentu spojeny. Po určitém čase jsou od sebe odděleny 
a koncentrace je měřena v různých polohách jednotlivých částí. Ze zjištěného koncentračního 
profilu a z celkového množství difundované látky skrz rozhraní je zjištěna hodnota difúzního 





















n  (34) 
kde c1 je počáteční koncentrace v cílové části, 1c je konečná koncentrace na rozhraní (daná 
aritmetickým průměrem c1 a c1 ) n1 je celkové množství látky transportované skrz rozhraní 




Obrázek 7 Metoda nekonečných párů [33] 
4 SOUČASNÝ STAV PROBLEMATIKY 
4.1 Interakce chitosanu s barvivy 
Pro stanovení difúzních charakteristik chitosanu pomocí jednoduchých difúzních metod je 
nezbytné použít modelové difúzní sondy, díky kterým jsme schopni určit koncentraci barviva 
v médiu v závislosti na čase. Pro použití s nemodifikovaným chitosanem jako kationaktivním 
polymerem se využívá barviv, které mají anionaktivní povahu (viz kapitola 3.4). Kromě toho 
se řada autorů zabývá studiem sorpčních vlastností chitosanu jakožto sorbentu při 
odstraňování barviv z odpadních vod. Takové využití biopolymeru jako sorbentu, se označuje 
pojmem biosorpce.  
Skupina vědců kolem G. Z. Kyzase se ve své práci [38] zabývali studiem interakcí molekul 
barviva s chitosanem pomocí sorpčních charakteristik. Cílem této práce bylo porovnat sorpční 
schopnosti dvou vybraných barviv na několika derivátech chitosanu. Jednalo se především 
o navázání funkčních skupin (karboxy, amido, sulfonát a N-vinylimidazolu) na molekulu 
chitosanu. Cílem propojení chitosanu jako sorbentu s funkčními skupinami bylo zvýšení 
sorpční kapacity a mechanické odolnosti v porovnání s nemodifikovaným chitosanem. 
 Experiment byl realizován při třech odlišných teplotách a to 25, 45 a 65°C. Pro 
porovnávání bylo užito jako referenčního sorbentu aktivní uhlí. Experimentálně zjištěná data 
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kde Qe je poměr hmotnosti sorbovaného barviva k hmotnosti sorbentu, Qmax je maximální 
výše adsorpce, KLF je Langmuir-Freundlichova konstanta a n je konstanta Langmuir-
Freundlichovy heterogenity. 
Pro samotný experiment bylo vybráno pět derivátů chitosanu a jeden komerční vzorek 
aktivního uhlí. Jednotlivé deriváty chitosanu znázorněny níže v tabulce 5. 
Tabulka 5 Použité deriváty chitosanu a jejich značení [38] 
derivát chitosanu označení 
síťovaný nemodifikovaný chitosan Ch 
síťovaný chitosan vázaný akrylamidem Ch-g-Aam 
síťovaný chitosan vázaný kyselinou akrylovou Ch-g-Aa 
síťovaný chitosan vázaný N-Vinylimidazolem Ch-g-VID 
síťovaný chitosan vázaný sulfonovými skupinami Ch-g-Sulf 
Stejně tak byla vybrána 2 různá barviva, které autoři popisují jako reaktivní a základní. Jako 
reaktivní barvivo bylo použito Remazol Brilliant Blue RN (λmax = 541 nm) a jako základní 
barvivo Basic blue 3G (λmax = 607 nm). 
Jednotlivé deriváty chitosanu vykazují naprosto různé sorpční vlastnosti s použitými 
barvivy. Obecně platí, což bylo předpokládáno, že se zvyšující se teplotou rostou i sorpční 
schopnosti chitosanových derivátů. Jak zobrazuje obrázek 8 a 9 při nízkých koncentracích je 
adsorpce barviv (reaktivního i základního) velmi intenzivní a dosahuje velmi rychle 
rovnováhy. Tento jev naznačuje jistou možnost vytvoření jednovrstvého pokrytí vnějšího 
povrchu chitosanu molekuly barviva. 
 





Obrázek 9 Naměřená data proloženy modelem Langmuir-Freundlichovy izotermy pro Ch-g-
VID, Ch-g-Sulf a aktivní uhlí 
Adsorpce barviva na chitosan a jeho deriváty je silně závislá na pH roztoku. Pro reaktivní 
barviva jsou v kyselých roztocích aminové skupiny chitosanu protonizovány a současně jsou 
disociovány sulfonové skupiny. V důsledku toho probíhá proces adsorpce především 
prostřednictvím elektrostatických interakcí mezi ionty R-NH3 a D-SO3. Zvýšením pH roztoku 
dochází ke snížení elektrostatických interakcí v závislosti na deprotonizaci aminoskupin. 
Nicméně chitosan je schopen sorbovat molekuly barviva v menší míře i při pH 6 – 8. Je to 
způsobeno přítomností dalších interakcí, jako jsou Van der Waalsovy síly či vodíkové 
můstky. Ve vysoce alkalické oblasti dochází tedy u použitého reaktivního barviva 
k deprotonizaci skupin a disociované skupiny mohou nahradit atom chloridu z molekuly 
barviva. V případě základního barviva jsou v kyselé oblasti pH aminoskupiny chitosanu 
protonizovány a absorbent je díky tomu kladně nabitý. Při zvýšení pH roztoku dochází 
k oslabení odpudivých sil, aminoskupiny sorbentu jsou deprotonizovány a zvyšuje se 
vychytávání barviva z roztoku. Všechny deriváty chitosanu se chovají způsobem popsaným 
výše a záleží tak na jejich náboji viz obrázek 8 a 9. Pozitivně nabitými adsorbenty jsou Ch-g-
Aam a Ch-g-VID. Oproti tomu negativně nabité jsou Ch-g-Sulf a Ch-g-Aa).  
Stejným trendům jako v případě izoterm odpovídají i zjištěné difúzní koeficienty pro difúzi 
na pórech sorbentu.  
Tabulka 6 Difúzní koeficienty pro difúzi na pórech sorbentu 







 základní barvivo reaktivní barvivo 
absorbent 25°C 45°C 65°C 25°C 45°C 65°C 
Ch 0,342 0,491 0,650 0,172 0,180 0,188 
Ch-g-Aa 1,539 1,582 1,621 0,178 0,184 0,191 
Ch-g-Aam 0,869 0,930 0,991 0,441 0,492 0,541 
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Ch-g-VID 1,140 1,222 1,310 0,654 0,713 0,771 
Ch-g-Sulf 1,978 2,059 2,140 0,058 0,062 0,066 
Aktivní uhlí 5,251 5,972 6,331 4,151 4,542 4,839 
Další publikace kolektivu autorů v čele s Annadurai [39] se zabývala adsorpcí reaktivního 
barviva z roztoku chitosanu. Podobně jako v předchozím článku studovali vliv měnících se 
podmínek na sorpci. Kromě vlivu pH a teploty se však zaměřili i na studium vlivu velikosti 
chitosanových částic. 
 Pro experiment byl použit nemodifikovaný chitosan s 85% stupněm deacetylace. Jako 
barvivo byl použit Remazol black 13 obsahující reaktivní sulfonové skupiny. Úbytek 
koncentrace barviva při použití různých velikostí částic v závislosti na čase znázorněn na 
obrázku 10. 
 
Obrázek 10 Množství sorbovaného barviva v závislosti na čase pro různé velikosti částic 
chitosanu 
Studium sorpčních vlastností zahrnovalo kromě kinetických pokusů i analýzu pomocí 
skenovací elektronové mikroskopie. Vzorek byl potažen ve vakuu tenkou vrstvou zlata a poté 





Obrázek 11 Snímek čistého a adsorbovaného chitosanu na SEM 
Jak studium vlivu pH, tak i teploty potvrzuje závěry předchozí referenci [38], kdy se 
zvyšující se teplotou roste difúzní koeficient a s rostoucím pH se zvyšuje počet záporně 
nabitých míst. Přičemž negativní náboj podporuje odpuzování pomocí elektrostatických 
interakcí. Zjištěná data autorů Annadurai a kol. [39] by měla posloužit pro návrh a výrobu 
průmyslového zařízení schopného čistit odpadní vodu od toxických barviv. 
Takové znečišťování vod představuje obrovský problém z hlediska životního prostředí při 
průmyslové výrobě papíru, textilií, kůže, plastů a všude tam, kde se pracuje s toxickými 
barvivy. Snahou mnoha vědců v dnešní době je výrazné snížení koncentrace škodlivých 
barviv a to pokud možno co nejlevnějšími a nejefektivnějšími prostředky. Jako jednou 
z velice účinných metod se jeví adsorpce barviva pomocí pevné látky, jako sorbentu. Mezi 
často používané sorbenty patří aktivní uhlí, rašelina, chitin, oxid uhličitý a další. Nevýhodou 
těchto sorbentů je malá sorpční kapacita, která se pohybuje v rozmezí 200 – 600 g∙kg–1 [40]. 
Jak již bylo zmíněno v předchozích referencích [38] [39], jeví se chitosan jako velmi účinným 
sorbentem a kromě toho splňuje i další požadavky, jelikož je velice efektivní a jeho výroba je 
relativně levná. Navíc se vyrábí z chitinu, který je druhým nejrozšířenějším polysacharidem 
na zemském povrchu, takže jeho zásoby jsou poměrně bohaté. 
Kolektiv autorů v čele s Chiou popsali ve své práci [40] adsorpci anionaktivních barviv. 
Jako sorbent použili zesíťované chitosanové kuličky, jejichž zesíťování bylo provedeno 
pomocí reagentu ECH (epichlorhydrin). Pro studium adsorpce bylo vybráno 8 různých barviv 
a pomocí Langmuir-Freundlichovy izotermy (rovnice 34) stanovena sorpční kapacita 
(tabulka 7). 
Tabulka 7 Použitá barviva a jejich λmax a sorpční kapacita při konstantních podmínkách 
Název barviva λmax [nm] Q [g∙kg
–1
] při pH 3 a 30°C 
Reactive Blue 2 (RB2) 614 2498 
Reactive Red 2 (RR2) 534 2422 
Reactive Yellow 2 402 2436 
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Reactive Yellow 86 (RY86) 416 1911 
Acid Orange 12 484 1954 
Acid Red 14 514 1940 
Acid Orange 7 484 1940 
Direct Red 81 508 2383 
Dále zkoumali jaký vliv má koncentrace chitosanu v roztoku barviva na sorpční 
kapacitu. U všech použitých barviv byl zaznamenán pokles sorpční kapacity (v měřeném 
rozsahu 20 –100 mg chitosanu na 50 ml roztoku barviva) s rostoucí koncentrací chitosanu 
v roztoku (obrázek 12). 
 
Obrázek 12 Vliv koncentrace chitosanu na sorpční kapacitu 
Tato studie byla zaměřena na studium interakce zesíťovaných chitosanových kuliček 
s 8 anionaktivními barvivy, přičemž maximální kapacita jednovrstevné adsorpce se 
pohybovala v rozmezí 1911 – 2498 g∙kg–1, což je v porovnání s komerčně dodávaným 
aktivním uhlím v některých případech až pětinásobné. Za tak výraznou sorpční kapacitu je 
zodpovědná aminoskupina, která může být v kyselých roztocích snadno protonizována za 
vzniku 3NH  skupin. 
4.2 Interakce chitosanu s proteiny 
Zesíťovaný chitosan nachází své uplatnění také při separaci proteinů, jak popsali vědci 
Zeng a Ruckenstein ve své práci [41]. Separace byla založena na principu iontově-výměnné 
chromatografie, která je možná díky přítomnosti aminoskupin. U roztoku pH < 7 je povrch 
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chitosanových částic kladně nabitý a může tak adsorbovat proteiny s pI < 6. Zesíťování bylo 
prováděno pomocí ethylen glycol diglycidyl etheru (EGDE) viz obrázek 13.  
 
Obrázek 13 Zesíťování chitosanu pomocí EGDE 
Jako modelové proteiny byly vybrány vaječný albumin (pI = 4,6), lidský sérový albumin 
(pI  = 4,8), sójový inhibitor trypsinu (pI = 4,5), lysozym (pI = 11) a cytochrom C (pI = 10,6). 
Následně bylo dosaženo poměrně vysokých dynamických kapacit (tabulka 8) a to u lidského 
sérového albuminu, vaječného albuminu a inhibitoru sojového trypsinu. 
Tabulka 8 Sorpční a dynamické kapacity stanovovaných proteinů 
Protein sorpční kapacita qm (mg∙ml
–1
) dynamická sorpční kapacita (mg∙ml–1) 
Sojový inhibitor trypsinu 207,9 ± 9,1 20,8 
Vaječný albumin 252,5 ± 10,3 19,0 
Lidský sérový albumin 239,5 ± 16,0 11,6 
Lysozym 21,4 ± 1,9 nestanovováno 
Cytochrom C 15,5 ± 0,7 nestanovováno 
Většina studií jenom potvrzuje velmi široké uplatnění chitosanu. Velkou výhodou je cenová 
dostupnost chitosanu a tím pádem i nízké náklady na práci s ním spojenou. Proto se řada 
autorů snaží navrhnout a popsat možné průmyslové využití chitosanu, a to v mnoha 
průmyslových odvětvích. Jak popisují předchozí reference [38] [39] [40], jeví se chitosan jako 
vhodný sorbent pro řadu použití. Jednou z nich je právě snížení průmyslově produkovaných 
toxických barviv v odpadních vodách. Proto se převážná většina autorů zabývá sorpcemi 
různých látek s chitosanem a zkoumají, jaký vliv mají měnící se experimentální podmínky 
(vliv pH, iontové síly, teploty) na sorpci. Pro tyto experimenty bývají použity různé 
chitosanové deriváty viz tabulka 5). Charakteristickou veličinou většiny referencí je sorpční 
kapacita. Odlišné využití má studie autorů Zeng a Ruckenstein [41], kteří se ve své práci 
zaměřili taktéž na studium sorpční kapacity, avšak v oblasti analytické chemie. 
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Nikdo z těchto autorů se ve své práci nezabýval samotnými difúzními experimenty, ani 
stanovení difúzních koeficientů pomocí některých metod popsaných v kapitole 3.5.4. 
5 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
5.1 Použité chemikálie 
hydroxid sodný, p.a., Penta Chrudim 
chitosan, Sigma Aldrich Co., medium molecular weight 
agarosa, Sigma Aldrich Co., for routine use 
amidoschwarz 10B, Merck 




5.2 Použité přístroje 
UV-VIS spektrofotometr Varian Cary 50 
topná deska ETA 
sušárna Durocell BMT 111 Standard 
analytické váhy Sealtec SBC 31 
přenosný teploměr GMM 175 Greisinger 
přenosný pH metr WTW pH 330 
reometr AR-G2 Ta Instruments 
DLS Malvern  ZetaSizer Nano ZS 
vícemístná míchačka Poly 15 
5.3 Charakterizace materiálů 
5.3.1 Stanovení distribuce velikosti částic biopolymeru 
Roztok chitosanu, připravený postupem v kapitole 5.4.1, byl podroben analýze na přístroji 
DLS Malvern ZetaSizer Nano ZS. Do plastové kyvety byl napipetován přibližně 1 ml roztoku 
chitosanu a kyveta byla umístěna do přístroje. Na základě dynamického rozptylu světla lze 
stanovit distribuci velikosti částic a průměrnou velikost částic. Princip metody spočívá 
v měření fluktuací intenzity světla, které je pohybujícími se částicemi rozptýleno. K těmto 
fluktuacím dochází na základě přirozeného Brownova pohybu. Dochází tedy k ozáření vzorku 
monochromatickým světelným svazkem a pohybující částice se pak stávají zdrojem 
rozptýleného světla. Čím je částice menší, tím rychleji se pohybuje a dochází tak rychleji ke 
změnám v intenzitě rozptýleného světla [42]. 
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5.3.2 Studium viskoelastických vlastností hydrogelů 
Důležitou charakteristikou hydrogelových vzorků, včetně agarózových gelů jsou 
reometrická měření. Na reometru AR-G2 Ta Instruments byly provedeny dva typy oscilačních 
testů. Frekvenční test je založen na studiu viskoelastických vlastností při měnící se frekvenci 
oscilací a konstantní amplitudě napětí (při volbě amplitudy napětí je nutno dbát zvýšené 
opatrnosti, aby nedocházelo k výrazným deformacím vzorku). Druhým testem je amplitudový 
test, který je založen na konstantní frekvenci oscilací a měnící se amplitudě napětí. Díky 
tomuto testu lze určit oblast lineární viskoelasticity. Oba oscilační testy probíhaly za 
konstantní teploty a to 30 °C. Pro studium viskoelastických vlastností agarózových gelů 
s různým přídavkem biopolymeru byl použit titanový senzor typu deska/deska s průměrem 
40 mm. 
Těmto reometrickým měřením byly podrobeny 1 hm. % agarózové gely s přídavkem 
různého množství použitého biopolymeru i čistý agarózový gel. 
Frekvenční test byl prováděn při konstantní amplitudě napětí γ = 0,1 %. Při této amplitudě 
bylo zřejmé, že nedochází k výrazné deformaci vzorku, což bylo ověřeno na základě 
amplitudového testu. Rozsah frekvencí byl zvolen f = 0,1 Hz – 20 Hz a normálová síla 
stlačení byla udržována na hodnotě do F = 2 N. 
Amplitudový test byl prováděn za konstantní frekvence f  = 1 Hz a amplituda napětí byla 
volena v rozmezí γ = 0,1 % – 100 %. Stejně jako v případě frekvenčního testu byla volena 
maximální hodnota normálové síly F = 2 N. 
U všech vzorků byl zjišťován elastický modul G' [Pa], viskózní modul G" [Pa], komplexní 
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5.4 Příprava vzorků pro difúzní experimenty 
5.4.1 Příprava roztoku biopolymeru 
Difúzní experimenty byly realizovány v hydrogelových matricích na bázi termoreverzibilní 
agarózy. Mezi zjevné výhody použití agarózy viz kapitola 3.2, z hlediska difúzních 
experimentů patří hlavně její prakticky inertní charakter, co se týče interakce s iontovými 
sloučeninami. 
Pro difúzní experimenty byl připraven roztok chitosanu o koncentraci 0,1 g∙dm-3, který byl 
připraven následujícím způsobem. Na analytických vahách s přesností na čtyři desetinná 
místa bylo naváženo 0,01 g chitosanu se střední molekulovou hmotností. Navážka chitosanu 
byla rozpuštěna v 50 ml 5 hm. % kyselině octové a ponechána na magnetické míchačce po 
dobu 24 hodin. Následně bylo pH vzniklého roztoku upraveno přikapáváním 2M hydroxidu 
sodného na pH = 7. Po upravení pH byl roztok přelit do odměrné baňky a doplněn 
destilovanou vodou na celkový objem 100 ml. Pro každá jednotlivá měření byl vždy 




5.4.2 Příprava roztoku barviva 
Na analytických vahách bylo s přesností na čtyři desetinná místa naváženo 0,01 g barviva 
amidočerň. Toto množství barviva bylo kvantitativně převedeno do odměrné baňky o objemu 
1 dm
3
 a destilovanou vodou doplněno po rysku. 
5.4.3 Příprava hydrogelových vzorků s přídavkem biopolymeru 
Kyvety s agarózovým gelem s různou koncentrací chitosanu byly připraveny následujícím 
způsobem. Ze zásobního roztoku chitosanu o koncentraci 0,1 g∙dm-3 (viz kapitola 5.4.1) bylo 
do kádinek odpipetováno: 
 pro koncentraci chitosanu v gelu 0,0000 hm. % nebyl přidán žádný chitosan 
 pro koncentraci chitosanu v gelu 0,0002 hm. % bylo přidáno 0,2 ml roztoku chitosanu 
 pro koncentraci chitosanu v gelu 0,0005 hm. % bylo přidáno 0,5 ml roztoku chitosanu 
 pro koncentraci chitosanu v gelu 0,0010 hm. % bylo přidáno 1,0 ml roztoku chitosanu 
Do každé z kádinek bylo přidáno 0,1 g agarózy a destilovanou vodou bylo množství 
v kádinkách doplněno na 10 ml. Takto připravené roztoky byly zahřívány na topné desce na 
teplotu 85 °C. Po dosažení této teploty byly ještě horké roztoky nality do plastových kyvet 
a ponechány zatuhnout po dobu 45 minut. Poté byla přebytečná část hydrogelu nad kyvetou 
seříznuta skalpelem, aby vzniklo ostré rozhraní. 
Pro přepočet hodnoty absorbance na koncentraci bylo nezbytné sestrojit koncentrační řadu 
barviva amidočerň v hydrogelových kyvetách obsahujících všechny měřené koncentrace 
biopolymeru. Pro každou z koncentrací chitosanu v hydrogelu popsaných výše byly 
připraveny čtyři kyvety. Příklad pro koncentraci chitosanu 0,0002 hm. % uveden v tabulce 9. 




] destilovaná voda [ml] roztok chitosanu [ml] roztok barviva [ml] 
0,000 9,8 0,2 0 
0,001 8,8 0,2 1 
0,003 6,8 0,2 3 
0,005 4,8 0,2 5 
0,010 0 0,2 9,8 
 
Do každého z roztoků bylo přidáno 0,1 g agarózy a roztoky byly zahřívány na teplotu 
85 °C. Poté byly roztoky nality do kyvet a ponechány zatuhnout. Celkem tedy bylo 




Hydrogelové vzorky pro reometrické měření byly připraveny stejným způsobem jako 
vzorky pro difúzní měření, avšak místo do kyvet byly horké roztoky nalévány do Petriho 
misek. 
5.4.4 Příprava difúzního experimentu 
Kyvety s hydrogelem, připravené výše uvedeným způsobem, byly ponořeny do difúzní 
nádoby, obsahující 250 ml roztoku amidočerně, vytemperovaného na teplotu experimentu. Do 
každé difúzní nádoby byly umístěny čtyři kyvety s různou koncentrací chitosanu, doprostřed 
difúzní nádoby bylo umístěno magnetické míchadlo a celá nádoba byla umístěna do sušárny 
na magnetickou míchačku. Rychlost míchání byla nastavena na hodnotu 250 RPM. Aby se 
zabránilo změně koncentrace barviva z důvodu odpařování roztoku, byla nádoba opatřena 
víkem a utěsněna parafilmem. Pro studium vlivu teploty probíhaly experimenty při teplotách 
30, 40 a 50 °C. 
Kyvety byly v časových intervalech 24, 48 a 72 hodin proměřovány pomocí UV-VIS 
spektrofotometru Varian Cary-50 v oblasti vlnových délek 300 – 900 nm. Díky 
polohovatelnému nástavci bylo možné kyvety proměřit od 3 mm od rozhraní hydrogel-roztok 
až po 38 mm od tohoto rozhraní. Tímto způsobem byla získána spektra v celé délce 
hydrogelu, kde byl měřitelný výskyt použitého barviva. V jednotlivých polohách kyvety byla 
absorbance pomocí kalibrační křivky přepočítána na koncentraci a poté vynesena do grafu. 
6 DISKUZE A VÝSLEDKY 
6.1 Charakterizace použitého biopolymeru a agarózového hydrogelu 
6.1.1 Studium viskoelastických vlastností hydrogelů s obsahem biopolymeru 
Cílem experimentu bylo zjistit viskoelastické vlastnosti hydrogelů a porovnat, jak zvyšující 
se koncentrace chitosanu v hydrogelu ovlivňuje tyto vlastnosti. Jednalo se o dva typy 
oscilačních testů a to amplitudový a frekvenční. Amplitudový test sloužil výhradně pro určení 
lineární oblasti viskoelasticity. Díky tomu pak byla volena amplituda napětí u frekvenčního 
testu γ = 0,1 %, jelikož bylo zjištěno, že při této amplitudě napětí nedochází k nevratným 
deformacím vzorku. 
U všech hydrogelů s různou koncentrací biopolymeru byly zjišťovány následující veličiny: 
komplexní viskozita   [Pa∙s], elastický modul G' [Pa], viskózní modul G" [Pa], ztrátový 
úhel δ. 
Studované viskoelastické vlastnosti jsou zobrazeny na níže uvedených grafech. Obrázek 14 
znázorňuje výsledky měření elastického a viskózního modulu u agarózových vzorků 
s nejvyšší diferencí koncentrace chitosanu (elastický modul označen G'  a viskózní G"). 
Elastický modul poměrně výrazně převyšuje viskózní modul, z čehož lze usuzovat, že 
agarózové vzorky disponují plně zesíťovanou strukturou. Z této frekvenční závislosti jsou 
patrné poměrně velké rozdíly v mechanických vlastnostech připravených hydrogelů. Se 
zvyšující se koncentrací chitosanu v gelu je zcela patrný pokles elastického modulu, avšak 
viskózní modul má trend opačný a jeho hodnota výrazně stoupla. Lze tedy říci, že přídavkem 
chitosanu klesá pevnost uzlů agarózových gelů. Pravděpodobně je tento fakt způsoben 




Obrázek 14 Viskoelastické moduly u hydrogelů bez chitosanu a s koncentrací 0,001 hm. % 
chitosanu (plná kolečka reprezentují elastický modul a prázdná viskózní modul) 
Frekvenční závislost komplexní viskozity je znázorněna v příloze 2. Je patrné, že přídavek 
chitosanu snižuje hodnotu komplexní viskozity, která s klesající frekvencí oscilací roste. 
Míru viskoelasticity vzorku udává hodnota ztrátového úhlu. Ten je definován dle rovnice 
[37] jako poměr viskózního a elastického modulu. Frekvenční závislost ztrátového úhlu 
popisuje obrázek 15. 
 
Obrázek 15 Frekvenční závislost ztrátového úhlu pro koncentraci 0,000 hm. % 
a 0,001 hm. % 
Jak vyplývá z definice ztrátového úhlu, ideálně elastický materiál by měl hodnotu 














frekvence oscilací [Hz] 
koncentrace chitosanu 
0,000 hm. % 
koncentrace chitosanu 






















frekvence oscilací [Hz] 
koncentrace chitosanu 
0,000 hm. % 
koncentrace chitosanu 
0,001 hm. % 
41 
 
že hydrogel bez přídavku chitosanu disponuje výraznou mírou elasticity, zatímco hydrogel 
s koncentrací chitosanu 0,001 hm. % se chová viskózněji. 
6.1.2 Stanovení distribuce velikosti částic biopolymeru 
Základním výstupem z DLS měření je intenzitní distribuce částic. Jedná se o závislost 
intenzity rozptýleného světla na velikosti jednotlivých částic. Jak je patrné z obrázku 16, 
hlavní frakci představují částice o velikosti 100 – 1000 nm, se střední hodnotou d = 329,4 nm. 
Dále je patrný pík odpovídající frakci velikosti částic okolo 5 µm. Ten je pravděpodobně 
způsoben přítomností agregátů vzniklých rozpuštěním chitosanu, které byly patrné i vizuálně. 
 
Obrázek 16 Intenzitní distribuce částic chitosanu 
V intenzivní distribuci jsou daleko více patrné velké částice, jelikož mají větší objem a tak 
rozptylují mnohem více světla než menší částice. Může tak docházet ke špatné interpretaci 
výsledků, jelikož přítomnost těchto větších částic může částečně zakrýt rozptyl částic 
menších. Někdy proto představuje lepší informaci o rozložení hmoty ve vzorku objemová 
distribuce částic, kde je již zmíněné zakrytí rozptylu menších částic potlačeno. Objemová 
distribuce částic je znázorněna v příloze 3.  
6.2 Neustálená difúze v kyvetách 
Jedná se o jeden z experimentálních způsobů určení difúzního koeficientu. Důležitým 
předpokladem tohoto experimentu je dostatečně velký objem zdrojového roztoku, aby vlivem 
difúzních procesů nedocházelo ke změnám v koncentraci zdrojového roztoku. Difúzní 
koeficienty byly získány z naměřených dat pomocí proložení experimentálně stanoveného 
koncentračního profilu s teoretickým modelem funkce (viz obrázek 17), který vznikl 
matematickou úpravou Fickových zákonů (rovnice 13). Experimentální data získané měřením 


































Obrázek 17 Experimentálně zjištěný koncentrační profil amidočerně v hydrogelu proložený 
teoretickou funkcí 
Naměřené hodnoty absorbancí byly přepočítány na koncentrace pomocí předem 
naměřených kalibračních křivek pro koncentrační řadu barviva a různé koncentrace chitosanu. 
Rozdíly v koncentračních řadách barviva pro hydrogel s nejvyšší koncentrací chitosanu 
a hydrogel bez přídavku chitosanu zobrazené v příloze 4. 
Teoretický model funkce byl zjištěn metodou nejmenších čtverců pomocí přídavné funkce 
Řešitel v programu MS Excel. Kromě difúzního koeficientu byla zjišťována také koncentrace 
barviva na rozhraní hydrogel-roztok. 
S rostoucí koncentrací chitosanu klesá hodnota směrnice kalibrační křivky amidočerně, 
přičemž při koncentraci 0,0005 hm. % a 0,0010 hm. % chitosanu je směrnice přímky 
prakticky totožná. Hodnota směrnice přímky se liší u hydrogelu bez chitosanu a s nejvyšší 
koncentrací chitosanu až o 12 %, jak je zřejmé z tabulky 10. 
Tabulka 10 Směrnice kalibračních křivek pro odlišné koncentrace chitosanu 





Jak lze vyčíst z předchozí tabulky, zvýšená koncentrace chitosanu má vliv na hodnotu 
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chitosanu a sulfonových skupin amidočerně, za následného snížení hodnoty absorbance při 
měřené vlnové délce.  
Měření kalibračních křivek probíhá pomocí UV-VIS spektrofotometru v oblasti vlnových 
délek 300 – 900 nm. Vertikálně polohovatelným nástavcem byly kyvety, připravené dle 
schématu v tabulce 9, proměřeny ve vzdálenosti 1,5 cm od rozhraní hydrogel-roztok. 
Absorpční spektra byla dále upravována v programu Origin, ve kterém se pomocí 
předdefinované funkce spektra vyhladila, aby nedocházelo k chybám vzniklých špatnou 
interpretací dat. Porovnání vyhlazeného a nevyhlazeného spektra v příloze 5 a 6. 
Mezi další úpravy v programu Origin patří baseline corection. Jedná se o eliminaci vlivu 
agarózy na samotné absorpční spektrum. Důležité je zvolit správný rozsah vlnových délek, 
mezi kterými je zřejmý nárůst absorbance vlivem barviva amidočerň. Maximální hodnota 
absorbance je u amidočerně při vlnové délce λmax = 620 nm. Je tedy zřejmé, že vybraná 
oblast, ve které se má korekce provést zahrnuje právě tuto hodnotu, viz příloha 7. Poté byly 
pro tvorbu kalibrační křivky vybrány pouze hodnoty při vlnové délce λmax = 620 nm. 
Cílem měření bylo stanovit efektivní difúzní koeficient a koncentraci barviva na rozhraní za 
měnící se teploty. Měření probíhaly při teplotách 30 °C, 40 °C a 50 °C. Kyvety byly 
připraveny dle postupu v kapitole 5.4.3 a měřeny po čase 24, 48 a 72 h. Podobně jako při 
měření kalibračních křivek byla každá z kyvet umístěna do vertikálního nástavce a poloha 
měření byla nastavena na 3 mm od rozhraní hydrogel-roztok. Tato vzdálenost byla volena 
proto, aby hodnota absorbance odpovídající tomuto místu byla menší než 1. Pokud by byl 
počátek měření zvolen při vzdálenosti kratší než 3 mm od rozhraní hydrogel-roztok, byla by 
hodnota absorbance výrazně vyšší. Měření by pak nebylo přesné, jelikož správné využití 
Lambert-Beerova zákona při spektrofotometrickém měření je obecně do hodnoty absorbance 
A = 1. Od polohy 3 mm až po 8 mm od rozhraní hydrogel-roztok byla absorpční spektra 
měřena vždy po 1 mm. Od hodnoty 8 mm od rozhraní již byla spektra měřena po 2 mm až do 
místa, kde nebyl měřitelný výskyt barviva amidočerň. Takovým způsobem byly proměřeny ve 
24 hodinových intervalech všechny koncentrace chitosanu (viz obrázek 18). 
Vyhodnocování spekter se provádělo v Originu a MS Excel a bylo prakticky totožné 




Obrázek 18 Spektra odpovídající různým vzdálenostem od rozhraní hydrogel-roztok při 
teplotě 40 °C po 72 h vyhlazená v Originu 
 Jak již bylo zmíněno v kapitole 3.5, na základě Brownova pohybu dochází k vyrovnávání 
koncentrací v prostředí, které obsahuje koncentrační gradient. Při zvyšující se teplotě tedy 
roste rychlost Brownova pohybu, což má za následek zvýšení rychlosti difúzního procesu. 
S tím souvisí i nárůst difúzního koeficientu, vlivem zvýšené teploty. Toto tvrzení dokládají 
i výsledky měření na obrázku 19 a 20, kdy při teplotě 50 °C je patrná zvýšená koncentrace 
barviva v jednotlivých místech kyvety a současně proniklo barvivo mnohem hlouběji do 
struktury gelu, než při 30 °C. Z těchto dat byl metodou nejmenších čtverců pomocí přídavné 
funkce Řešitel v MS Excel zjištěn efektivní difúzní koeficient. Tabulka 11 znázorňuje 
výrazný nárůst efektivního difúzního koeficientu se zvyšující se teplotou experimentu. 
Tabulka 11 Hodnoty efektivního difúzního koeficientu při různých teplotách pro hydrogely 
s nejvyšší diferencí koncentrace chitosanu 
Koncentrace chitosanu v hydrogelu: 0,000 hm. % 0,001 hm. % 





30 °C 4,02 ± 0,34 3,10 ± 0,41 
40 °C 5,44 ± 0,62 3,47 ± 0,32 










































Obrázek 19 Koncentrační profil amidočerně v hydrogelu bez přídavku chitosanu při teplotě 
30 °C 
 
Obrázek 20 Koncentrační profil amidočerně v hydrogelu bez přídavku chitosanu při teplotě 
50 °C 
Důležitým zkoumaným parametrem, ze kterého mělo být usuzováno o reaktivitě chitosanu 
s anionaktivním barvivem je vliv koncentrace biopolymeru na neustálenou difúzi v kyvetách 
a hodnotu efektivního difúzního koeficientu. Příprava koncentrační řady chitosanu je uvedena 
v kapitole 5.4.3. 
Vyhodnocením experimentálních dat bylo zjištěno, že koncentrace chitosanu v hydrogelu 
má velký vliv na rychlost difúzního procesu a výrazně tak ovlivňuje zkoumané parametry, 
jakými jsou efektivní difúzní koeficient a koncentrace barviva na rozhraní hydrogel-roztok. 
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s amidočerní a zpomalovat tak celý difúzní proces. Vzhledem ke struktuře obou sloučenin lze 
tedy předpokládat, že primární aminoskupina chitosanu interaguje se sulfonovou skupinou 
amidočerně. 
 
Obrázek 21 Závislost efektivního difúzního koeficientu na koncentraci chitosanu 
v hydrogelu 
Dalším zjišťovaným parametrem, ze kterého bylo usuzováno o reaktivitě chitosanu, byla 
koncentrace amidočerně na rozhraní gel-roztok. Ta byla vypočítána podobně jako efektivní 
difúzní koeficient proložením naměřených dat teoretickou křivkou. Zvýšená koncentrace 
barviva na rozhraní přispívá k nárůstu koncentračního gradientu a urychluje tak proces difúze 
barviva do struktury gelu. Protichůdně ovšem působí přídavek chitosanu, jehož zvýšená 
koncentrace naopak proces difúze zpomaluje. 
Jak popisuje obrázek 22, s rostoucí koncentrací chitosanu v gelu dochází ke snižování 
koncentrace barviva na rozhraní roztok-gel. Nedochází tak k nárůstu nasorbovaného množství 
amidočerně, jak popisují reference [38] [39] [40]. Zde se autoři ve svých experimentech 
zaměřili na studium sorpční kapacity chitosanu, která při interakci s některými druhy barviv 
byla výrazná. 
Při teplotě experimentu 30 °C je pozorován nejvýraznější pokles koncentrace barviva 
s rostoucí koncentrací chitosanu. S rostoucí teplotou se zvyšuje rychlost Brownova pohybu 
a tak jsou hodnoty koncentrací na rozhraní při teplotě 30 °C výrazně odlišné od hodnot 
získaných při teplotách 40 a 50 °C. U těchto teplot jsou hodnoty většiny koncentrací barviva 
při stejných koncentracích biopolymeru téměř totožné. Výjimku tvoří koncentrace 0,0005 


























Obrázek 22 Závislost koncentrace barviva na rozhraní gel-roztok na koncentraci chitosanu 
Kompletní výsledky z měření difúzních procesů jsou zobrazeny v tabulce 12. 
Tabulka 12 Souhrn výsledků měření difúzních koeficientů a koncentrací barviva na 
rozhraní roztok-gel 




/s] cs [g/l] 
30 
0,0000 4,016 0,00804 
0,0002 3,658 0,00657 
0,0005 3,297 0,00613 
0,0010 3,104 0,00559 
40 
0,0000 5,436 0,00895 
0,0002 4,251 0,00836 
0,0005 4,100 0,00833 
0,0010 3,468 0,00740 
50 
0,0000 5,782 0,00891 
0,0002 4,894 0,00820 
0,0005 4,153 0,00776 



























Tato bakalářská práce se zaměřuje na studium reaktivity kationaktivního biopolymeru 
chitosanu. Reaktivita byla studována pomocí metody neustálené difúze v kyvetách, což je 
jedna z mnoha metod stanovení difúzního koeficientu. Náplní práce je optimalizace této 
difúzní techniky pro použití se zvoleným biopolymerem a modelovým barvivem. 
Míra interakce kationaktivního biopolymeru s anionaktivním barvivem byla posuzována na 
základě dvou difúzních parametrů, a to efektivní difúzní koeficient a koncentrace barviva 
na rozhraní hydrogel-roztok. Jak popisuje řada referencí, jeví se tyto parametry jako vhodné 
pro popis interakce biopolymeru se zvolenou difúzní sondou. Na základě zmíněné difúzní 
metody bylo studováno, jaký vliv má změna teploty experimentu a koncentrace chitosanu 
v hydrogelové matrici na stanovované parametry. Experimentální část spočívala 
v proměřování kyvet pomocí UV-VIS spektrofotometru, a to v různých polohách od rozhraní 
hydrogel-roztok za použití vertikálně polohovatelného nástavce. 
Nezbytnou součástí předložené bakalářské práce je charakteristika chitosanu a agarózového 
hydrogelu pomocí jednoduchých fyzikálně-chemických metod. Z reologických měření 
vyplývá, že hydrogelové vzorky s různým přídavkem biopolymeru disponují plně 
zesíťovanou strukturou. Při porovnání elastického a viskózního modulu je patrný pokles 
pevnosti uzlů hydrogelové matrice s rostoucí koncentrací biopolymeru. Z frekvenční 
závislosti ztrátového úhlu je zřejmé, že hydrogel bez přídavku biopolymeru disponuje určitou 
mírou elasticity, zatímco hydrogel s maximální koncentrací chitosanu se chová mnohem 
viskózněji. Rozdíly ve struktuře ani mechanických vlastnostech gelu však nejsou tak velké, 
aby výrazněji ovlivňovali difúzní proces. Za pomocí DLS měření byla stanovena hlavní 
frakce chitosanových částic o velikosti 100 – 1000 nm, se střední hodnotou d = 329,4 nm. 
Jak se předpokládalo, změna teploty výrazně ovlivnila rychlost difúzních procesů 
a bariérové schopnosti biopolymerních látek. Jedná se o důsledek zintenzivnění Brownova 
pohybu se zvyšující se teplotou. S rostoucí teplotou docházelo k výraznému nárůstu 
efektivního difúzního koeficientu. U koncentrace barviva na rozhraní hydrogel-roztok je 
výrazný nárůst hodnoty mezi teplotami 30 a 40 °C. Co se týče závislosti koncentrace 
chitosanu v hydrogelovém médiu, se zvyšující se koncentrací biopolymeru dochází 
k výraznému snižování efektivního difúzního koeficientu. Jedná se pravděpodobně o důsledek 
interakce chitosanu s organickým barvivem. Obdobný trend vykazuje i koncentrace barviva 
na rozhraní. Nedochází tak k žádné fokusaci barviva u rozhraní vlivem přídavku chitosanu. 
Obecně lze říci, že studium reaktivity nejen biopolymerů, ale i řady dalších látek za použití 
hydrogelových matric přináší řadu výhod. Těmi může být např. příprava matric o definované 
velikosti a tloušťce, vhodně zvolená velikost pórů matrice atd. Při použití těchto gelových 
systémů v kombinaci s difúzními experimenty, získáváme velice účinný, avšak jednoduchý 
nástroj pro stanovení difúzních koeficientů látek, s odchylkou do 5 rel. % od skutečné 
hodnoty. Neustálená difúze v kyvetách se jeví jako vhodný nástroj pro studium reaktivity řady 
dalších biopolymerů. Studovaným vlivem pak nemusí být pouze teplota a koncentrace 
biopolymeru, ale měření může obnášet i např. studium vlivu pH, iontové síly. Pro studium 
vlivu pH by ovšem bylo zapotřebí použít jiné anionaktivní barvivo, jelikož na 
základě provedených měření bylo zjištěno, že amidočerň je nestálá při výraznějších změnách 
hodnoty pH a docházelo ke změně absorpčních spekter vlivem kyselosti či bazicity roztoků.  
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
9.1 Použité zkratky 
zkratka význam zkratky 
UV-VIS ultrafialová a viditelná oblast spektra 
DMSO dimethylsulfoxid 
DMF dimethylformamid 
TPPS tripolyfosfát sodný 
NK nukleová kyselina 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
CH chitosan 
AAM akrylamid 
AA kyselina akrylová 
VID vinylimidazol 
SULF sulfonová skupina 
SEM skenovací elektronová mikroskopie 
ECH epichlorhydrin 
RB2 reaktivní modř 2 
RR2 reaktivní červeň 2 
RY86 reaktivní žluť 86 
EGDE ethylen glycol diglycidyl ether 
DLS dynamický rozptyl světla 




9.2 Použité symboly 
symbol význam jednotka 
t čas [s] 
W práce vykonána systémem [J] 
µ chemický potenciál [J∙mol–1] 
x vzdálenost [m] 
p tlak [Pa] 
T teplota [K] 
F síla [N] 
Ji difúzní tok [mol∙s
–1
] 





D difúzní koeficient [m2∙s–1] 
Deff efektivní difúzní koeficient [m
2∙s–1] 
c molární koncentrace [mol∙m–3] 
l tloušťka filmu [m] 
ε rozdělovací koeficient 
c10, c1l koncentrace roztoků oddělených přepážkou [mol∙m
–3
] 
erf chybová funkce 
erfc komplementární chybová funkce 
r1 rychlost chemické reakce [mol∙m
–3∙s–1] 
k  rychlostní konstanta [s–1] 
K  rovnovážná konstanta 
n látkové množství [mol] 




c1∞ původní koncentrace v difúzní cele [mol∙m
–3
] 
Qe, q sorpční kapacita [g∙kg
–1
] 
Qmax maximální sorpční kapacita [g∙kg
–1
] 
KLF Langmuir-Freundlichova konstanta 
λ vlnová délka [nm] 
λmax vlnová délka, při které je hodnota absorbance nejvyšší [nm] 
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γ amplituda napětí [%] 
f frekvence [Hz] 
G' elastický modul [Pa] 
G" viskózní modul [Pa] 
  komplexní viskozita [Pa∙s] 
δ ztrátový úhel [°] 
R
2
 koeficient spolehlivosti 
A absorbance 
w hmotnostní koncentrace [hm. %] 





10 SEZNAM PŘÍLOH 
PŘÍLOHA 1 Kyvety s hydrogelem obsahujícím různou koncentraci chitosanu 
po 72 hodinách v roztoku amidočerně při teplotě 30 °C. 
PŘÍLOHA 2 Frekvenční závislost komplexní viskozity pro koncentraci chitosanu 
0,000 hm. % a 0,001 hm. %. 
PŘÍLOHA 3 Objemová distribuce částic chitosanu. 
PŘÍLOHA 4 Koncentrační řada amidočerně pro různé koncentrace biopolymeru. 
PŘÍLOHA 5 Naměřené absorpční spektrum hydrogelu s přídavkem barviva 
(neupravené). 
PŘÍLOHA 6 Absorpční spektrum hydrogelu s přídavkem barviva upravené v 
programu Origin. 
PŘÍLOHA 7 Vyhlazené absorpční spektrum s korekcí vlivu rozpouštědla (červená 
křivka představuje vyhlazené spektrum, černá reprezentuje změnu 




Příloha 1 Kyvety s hydrogelem obsahujícím různou koncentraci chitosanu po 72 hodinách 
v roztoku amidočerně při teplotě 30 °C 
 
 
Příloha 2 Frekvenční závislost komplexní viskozity pro koncentraci chitosanu 0,000 hm. % 













frekvence oscilací [Hz] 
Koncentrace chitosanu 0,000 hm. % 
Koncentrace chitosanu 0,001 hm. % 
  
 
Příloha 3 Objemová distribuce částic chitosanu 
 




























velikost částic [nm] 
y = 71,409x 
R² = 0,9981 
y = 63,672x 



















koncentrace bariva [g/dm3] 
koncentrace chitosanu 0,000 hm. % 
koncentrace chitosanu 0,001 hm. % 
  
 
Příloha 5 Naměřené absorpční spektrum hydrogelu s přídavkem barviva (neupravené) 
 
Příloha 6 Absorpční spektrum hydrogelu s přídavkem barviva upravené v programu Origin 
  
 
Příloha 7 Vyhlazené absorpční spektrum s korekcí vlivu rozpouštědla (červená křivka 
představuje vyhlazené spektrum, černá reprezentuje změnu absorbance pouze vlivem barviva)  
